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 RESUMEN  
 
Los tratamientos quimioterapéuticos inducen una serie de efectos secundarios, tales 
como neutropenia leucopenia, anemia y trombocitopenia, afectando la calidad de vida de 
los pacientes con cáncer. El agente 5-fluorouracilo (5-FU) es manejado en diferentes 
estudios como modelo de mieloablación en ratones. El extracto dializable de leucocitos 
bovino (EDLb) o IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) es un compuesto inmunomodulador 
que posee efectos antioxidantes y antinflamatorios. El objetivo de este trabajo fue 
investigar el efecto quimioprotector del ICRP en células de médula ósea. Se realizaron 
ensayos de conteo total de células de médula ósea, unidades formadoras de colonias de 
granulocitos/macrófagos (UFC-GM), ciclo celular, inmunofenotipificación, detección de 
ROS, superóxido y Nrf2 por citometría de flujo, cortes histológicos y análisis 
hematológicos. Nuestros resultados demuestran que el ICRP aumenta el número de 
células de médula ósea, el número de UFC-GM, el porcentaje de leucocitos, 
granulocitos, y poblaciones eritroides, reduce la formación de ROS y superóxido, así 
como la activación de Nrf2, mejora los niveles hematológicos y aumenta el peso en 
ratones tratados con 5-FU. Estos resultados sugieren que el ICRP tiene un efecto 
quimioprotector contra el 5-FU en las células de médula ósea y puede ser utilizado en 
pacientes con cáncer.   
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ABSTRACT  
 
Chemotherapy treatments induce a number of side effects, such as leukopenia 
neutropenia, anemia and thrombocytopenia, affecting the quality of life for cancer 
patients. 5-Fluorouracil (5-FU) is wieldy used as myeloablative model in mice. The 
bovine dialyzable leukocyte extract (bDLE) or IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) is an 
immunomodulatory compound that has antioxidant and anti-inflammatory effects. In 
order to investigate the chemoprotection effect of ICRP on bone marrow cells 
In 5-FU treated mice, total bone marrow (BM) cell count, bone marrow colony forming 
units-granulocyte/macrophage (CFU-GM), cell cycle, immunophenotypification, 
ROS/superoxide and Nrf2 by flow cytometry, and histological and hematological 
analyses were performed. Our results demonstrated that ICRP increased BM cell count 
and CFU-GM number, increased the percentage of leukocyte, granulocytic, and 
erythroid populations, reduced ROS/superoxide formation and Nrf2 activation, and also 
improved hematological levels and weight gain in 5-FU treated mice. These results 
suggest that ICRP has a chemoprotective effect against 5-FU in BM cells that can be 
used in cancer patients.  
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1.- INTRODUCCIÓN  
 
El cáncer es considerado la segunda casusa de muerte a nivel mundial y en los últimos 
años se ha demostrado que el uso de altas dosis de quimioterapia mejora la tasa de 
sobrevida en los pacientes, sin embargo, la calidad de vida de los pacientes es 
disminuida, ya que cursan con efectos secundarios como la mielosupresión, 
trombocitopenias, alteraciones en la coagulación, entre otros. 
 
En la actualidad existen estudios que comprueban la protección a la médula ósea 
después del uso de agentes quimioterapéuticos por diferentes compuestos como L-
carnitina, escualeno, derivados de plantas como la Actinida agruta y la Astilbe chinensis. 
 
Se han descrito efectos positivos dados por extractos dializables de leucocitos humanos, 
en la recuperación de la hematopoyesis en ratón después de ser irradiados, por otro lado, 
observaciones clínicas realizadas en nuestro equipo de trabajo sustentan que pacientes 
bajo tratamiento quimioterapéutico junto con el extracto dializable de bovino o 
IMMUNEPOTENT CRP fabricado en el Laboratorio de Inmunología y Virología no 
cursan con los efectos secundarios dados por la quimioterapia. 
 
Por esta razón, nos resultó de gran interés desarrollar un proyecto donde se demuestre 
que el IMMUNEPOTENT CRP tiene efecto protector sobre las células de médula ósea, 
después de ser expuestas al agente 5-Fluorouracilo.  
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2.- ANTECEDENTES 
2.1 Cáncer 
 
El cáncer es  considerado como una enfermedad genética de células autónomas que 
resulta de alteraciones en oncogenes, genes supresores de tumores o estabilidad del 
genoma, entre otras causas (Zitvogel et al., 2013). 
 
El cáncer es un problema de salud pública (“Infocáncer. Resumen,”) siendo desde el 
2008 la primera causa de muerte a nivel mundial. En México es la tercera causa de 
muerte y cada año se suman más de 128,000 casos nuevos (INEGI). En 2012 el número 
de nuevos casos de cáncer fue de 65.5 mil en hombres y de 82.4 mil casos en mujeres 
(“Infocáncer. Resumen,”). Estudios anteriores demuestran que el número de muertes, 
por cáncer en México incrementa un 2.91% por año (Aldaco-Sarvide et al., 2012). En la 
figura 1 se muestra la principal causa de muerte por cáncer en México del 2000 al 2010.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIG 1: Total de muertes por cáncer en México del año 2000 al 
2010. CaCU: cervico-uterino; LNH: linfoma no Hodgkin. 
(aldaco-Sarvide et al., 2012). 
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2.2.- Quimioterapia  
La quimioterapia es el tratamiento de elección para los cientos de miles de pacientes de 
cáncer diagnosticados cada año (Carey and Burish, 1988) ya que puede tratar a gran 
variedad de tumores sólidos (Sudhakar, 2009) .  
 
La cirugía y la radioterapia dominaron el campo de la terapia contra el cáncer en la 
década de 1960, nuevos datos mostraron que la combinación con quimioterapia 
disminuye el progreso de la enfermedad en pacientes con diversos tipos de cáncer 
(DeVita and Chu, 2008). La figura 2 muestra los avances obtenidos en el desarrollo de 
distintas quimioterapias y tratamientos en contra del cáncer.   
 
 
 
 
Figura 2: Historia de la quimioterapia (DeVita and Chu, 2008). 
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La mayoría de los agentes quimioterapéuticos ejercen su función en células en división y 
se pueden clasificar según su toxicidad asociada al ciclo celular (ejemplo: agentes 
específicos de fase, específicos o no específicos del ciclo celular) o a sus mecanismos de 
acción (ejemplo: agentes alquilantes, antimetabolitos, análogos de pirimidina)  (Sarah 
Payne and David Miles, 2008).   
2.2.1. Efectos secundarios de la quimioterapia 
 
Lamentablemente la acción que ejerce la quimioterapia no es específica a células 
tumorales, teniendo como consecuencia efectos tóxicos en células normales (Sarah 
Payne and David Miles, 2008), resultando en efectos secundarios no deseados para el 
paciente (Sun and Peng, 2008).   
 
Algunos efectos secundarios por los que padece un paciente que recibe quimioterapia 
son náuseas, vómitos, estomatitis, anorexia, entre otros; (Carey and Burish, 1988). Otros 
efectos secundarios que limitan el uso de altas dosis quimioterapéuticas son los 
asociados a la mielosupresión, ya que la médula ósea se ve afectada directa o 
indirectamente por estos agentes, por su alta tasa de proliferación  (Ferreiro et al., 2003; 
Friberg and Karlsson, 2003), estos son las neutropenias, anemias, leucopenias y 
linfopenias que dan como resultado una inmunosupresión sistémica afectando la calidad 
de vida de los pacientes (Crawford et al., 2004; Groopman and Itri, 1999; Kadoyama et 
al., 2012; Zitvogel et al., 2013).  
 
2.3. 5- Fluorouracilo 
 
El primero en informar sobre la síntesis del 5-Fluorouracilo (5-FU) y su actividad 
biológica fue el equipo de trabajo del doctor Charles Heidelberger (Heidelberger et al., 
1957). Posee una estructura análoga al uracilo, con la sustitución de un átomo de flúor 
en lugar de hidrógeno en la posición C5, por lo tanto es un agente quimioterapéutico 
análogo de pirimidinas (Shirasaka, 2009). Se utiliza ampliamente para el tratamiento de 
una variedad de tumores, incluyendo colo-rectal, de mama, y los carcinomas de hígado  
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(Grem, 2000; Prado et al., 2007; Rubbia-Brandt et al., 2004; Zitvogel et al., 2013). Su 
vida media varia de entre 8 a 22 minutos y se disemina rápidamente a médula ósea, 
intestino delgado, riñones e hígado (Diasio and Harris, 1989), es eliminado en su 
mayoría (90%) por metabolismo hepático y poco más del 5% de la droga es excretada 
intacta en la orina después de 24 horas (Schilsky, 1998). 
 
Entra a la célula por transporte facilitado, y dentro de las primeras 24 horas se observa 
una citotoxicidad en la fase S del ciclo celular debido a los efectos sobre el DNA y 
después de las 24 horas, la toxicidad tiene efecto en la fase G1 (Longley et al., 2003). 
 
Para que el 5-FU ejerza su acción tóxica en células normales o tumorales debe ocurrir un 
proceso de anabolismo en células con actividad proliferativa, la enzima 
Dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) es la responsable de la reducción de la doble 
unión del anillo de pirimidina, después, el 5-FU es convertido en metabolitos activos: 
fluorodeoxiuridina monofosfato (FdUMP), fluorodeoxirudina trifosfato (FdUTP) y la 
fluorouridina trifosfato (FUTP) (Diasio and Harris, 1989; Longley et al., 2003; Schilsky, 
1998; Shirasaka, 2009).   
 
El 5-FU además inhibe la timidilato sintasa y, por lo tanto, interfiere con la síntesis del 
ARN y del ADN. Para incorporarse al RNA, el fluorouracilo se debe transformar en 
monofosfato de fluorouracilo, lo que se puede producir de dos maneras (Zitvogel et al., 
2013):  
a) Mediante la transferencia directa de una ribosa desde el fosforibosilpirofosfato al 
5-fluoruracilo, en donde esta transferencia es catalizada por la ácido-orótico-
fosforibosiltransferasa. 
b) Adición de una ribosa al 5-fluoruracilo mediante la uridina-fosforilasa para 
formar la fluorouridina. Seguida de una fosforilación con uridina quinasa para 
generar el monofosfato de fluoruracilo. Este último experimenta dos 
fosforilizaciones secuenciales a través de la pirimidina monofosfato quinasa y 
pirimidina difosfato quinasa, respectivamente. El trifosfato de fluoruracilo es 
entonces incorporado al ARN, bloqueando la actividad del ARN y su síntesis. 
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Sus efectos sobre el ADN se dan cuando el fluoruracilo es transformado en 
fluorodeoxiuridina mediante la acción de la timidina fosforilasa y luego a 
fluorodeoxiuridina monofosfato a través de la timidina quinasa. Alternativamente, la 
fluorodeoxiuridina monofosfato puede formarse indirectamente mediante la conversión 
de la fluorouridina difosfato a fluorodeoxiuridina difosfato y luego a fluorodeoxiuridina 
monofosfato. Esta última es capaz de formar un enlace covalente, firme pero reversible 
con la timidilato sintasa en presencia de metilentetrahidrofolato. La unión de la 
fluorodeoxiuridina monofosfato a la timidina sintasa, bloquea la síntesis del timidilato a 
partir del uracilo. Como el timidilato es el precursor de la timidina trifosfato, uno de los 
cuatro desoxirribonucleótidos necesarios para la síntesis de ADN, su deficiencia 
ocasiona la depleción del trifosfato de timidina y la interrupción de la síntesis de ADN 
(Zitvogel et al., 2013).  
 
Además, tanto la fluorodeoxiuridina monofosfato como la fluorodeoxiuridina difosfato 
pueden ser convertidas a fluorodeoxiuridina trifosfato que puede ser incorporada al 
ADN mediante la DNA-polimerasa en lugar de la timidina trifosfato ocasionando un 
ADN aberrante. Todos estos eventos llevan a la muerte de la célula  (Longley et al., 
2003). La Figura 3 muestra el anabolismo del 5-FU, así como su estructura química.  
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Otras características del 5-FU es la alteración que causa en la membrana celular al 
cambiar su estructura carga (Diasio and Harris, 1989), puede aumentar la producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) (Focaccetti et al., 2015), e inducir la expresión de 
las proteínas de choque térmico en las células tumorales para facilitar su captación por 
las células dendríticas y la posterior presentación cruzada de antígenos tumorales 
(Zitvogel et al., 2013).  
 
 
 
 
Figura 3: Estructura química y metabolismo del 5- 
Fluorouracilo (McWhirter et al., 2013). 
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2.3.1.- 5-FU y complicaciones en médula ósea  
 
Desde los años 70´s se sabe que el 5-FU es capaz de causar daño significativo en las 
células de la médula ósea al ser  altamente sensible y que su toxicidad puede ser un 
problema grave, que causa una morbilidad o mortalidad severa (Guest and Uetrecht, 
2001; Lu et al., 2012; Trainor and Morley, 1976); el uso de este fármaco está asociado a, 
mucositis, diarrea, náuseas, erupción cutánea, vómitos, alopecia, fatiga y mielosupresión 
significativa; esta última reflejada en  neutropenia, eritropenia periférica, 
trombocitopenia y leucopenia, además de eritropenia medular y granulocitopenia (S. D. 
Harrison et al., 1978; Prado et al., 2007) la expresión máxima de neutropenia se ve 
alrededor de los 7 a 14 días iniciando su recuperación alrededor del día 22 (Ferreiro et 
al., 2003).     
 
Histológicamente se observó que el uso de 5-FU (150mg/kg i.v.) en ratones, disminuye 
el número y tamaño de las células del compartimiento medular, afectando a las células 
inmaduras desde las primeras 24 horas; encontrando que la recuperación se da 
aproximadamente 7 días después (Radley and Scurfield, 1979), esta disminución se da 
tanto en células de origen mieloide y linfoide (Ramshaw et al., 1995). 
 
Dosis pequeñas de 5-FU (75mg/kg) causan mielo-toxicidad media, incrementa los 
niveles de hemoxigenasa (HO), disminuye las UFC e induce estrés oxidativo en células 
de médula ósea (Numazawa et al., 2011). 
 
2.4.- Estrés oxidativo  
 
Como se mencionó anteriormente el 5-FU es capaz de inducir estrés oxidativo el cual es 
causado por un desequilibrio entre la producción de especies reactivas del oxígeno y la 
capacidad de sistemas biológicos de detoxificar y reparar el daño resultante. Las 
especies reactivas de oxígeno son moléculas o iones formados por uno o más electrones 
no apareados de oxígeno, se producen por procesos metabólicos, e incluyen, entre otros,  
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a especies como el radical hidroxilo (OH), óxido nítrico (ON) el peróxido de hidrógeno 
(H2O2) y el superóxido (O2
-
)  (Kasiappan and Safe, 2016; Weydert and Cullen, 2010).  
 
El anión superóxido se forma por la reducción del oxígeno molecular en estado triple 
(3O2); la enzima superóxido dismutasa (SOD) convierte el superóxido en peróxido de 
hidrógeno y oxígeno (O2), después la glutatión peroxidasa convierte al peróxido de 
hidrógeno en agua (Dröge, 2002).  
 
Los niveles de ROS son formados por varios sistemas enzimáticos, entre ellos la cadena 
de transporte de electrones de la mitocondria, enzimas del citocromo P450, 
lipooxigenasas y ciclooxigenasas (Kasiappan and Safe, 2016). Estos reaccionan con 
varios blancos intracelulares incluyendo lípidos, proteínas y ADN. El incremento de los 
niveles de ROS es citotóxico mientras que niveles bajos son necesarios para regular 
mecanismos fisiológicos incluyendo diferenciación celular, apoptosis, proliferación, 
adhesión celular y amplificación de la respuesta inmune (Dröge, 2002; Weydert and 
Cullen, 2010), dentro de los efectos citotóxicos de ROS podemos mencionar, el  arresto 
en el ciclo celular, senescencia (Kasiappan and Safe, 2016) y muerte por apoptosis en 
varios tipos de células (Dröge, 2002; Yamauchi et al., 2013). 
 
Para que las especies reactivas de oxígeno o de nitrógeno jueguen un papel importante 
en el buen funcionamiento de las células, debe de existir un balance entre ROS y los 
antioxidantes para que la célula se encuentre en homeostasis y para que el daño celular 
solo exista si presenta un aumento en estos oxidantes o una disminución en los 
antioxidantes; entre los factores de transcripción que se activan por ROS destacan el 
Factor nuclear B (NFB), la proteína activadora 1 (AP1), p53, Factor inducible de 
hipoxia (HIF-1) y los factores relacionados al Factor nuclear eritroide-2 (NrF2) (Liu et 
al., 2005), el cual ha surgido como un regulador de resistencia celular a oxidantes (Ma, 
2013).  
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Este factor de transcripción pertenece a un miembro de proteínas con un característico 
“zipper” o cierre de leucinas (bZip) en la región C-terminal, la región básica corriente 
arriba de bZip es la responsable de la unión al ADN (Fainstein, 2007). Nrf2 es expresado 
de manera constitutiva en todas las células, de modo que existe una proteína encargada 
de regula su actividad, llamada  Keap 1 (Kealch-like erythroide cell-derived protein), la 
cual impide el paso de Nrf2 al núcleo en un 80%, al no ser activado es degradado por el 
proteosoma, resultando en una vida media de 20 minutos, en la mayoría de los diferentes 
tipos celulares (Rushworth and MacEwan, 2011).  
 
 La activación de Nrf2 es llevada a cabo por diferentes agentes tanto exógenos por 
ejemplo algunas quimioterapias o endógenos como las prostaglandinas, óxido nítrico 
(Akhdar et al., 2009) o especies reactivas de oxígeno (Lindl and Jordan-Sciutto, 2008; 
Zucker et al., 2014) y es translocado al núcleo, donde heterodimeriza con las proteínas 
Maf pequeñas (MafG, MafK y MafF), con las Maf grandes (c-Maf) o con otras proteínas 
bZIP como c-Fos, Fra1,p45-NF-E2, Bach1 y Bach2 (Fainstein, 2007). Estas proteínas se 
unen a la secuencia de Elementos de Respuesta Antioxidantes (ARE) para dar lugar a la 
activación de ciertos genes, y al metabolismo de drogas, defensas antioxidantes y 
señalizaciones oxidantes,  después de esta activación se despliegan ciertos mecanismos 
de regulación, para mantener la homeostasis, como la competición de Bach1 ( BTB and 
CNC homolog 1)  por las proteínas Maf (Ma, 2013). 
 
Algunos de los genes blanco de Nrf2 son, Hemo-oxigenasa 1 (Ho-1), Quinone- 
oxidoreductasa 1 (NQO1), Glutamato-cisteína Ligasa (GCL), Glutation S-transferasa 
(GST), Proteínas asociadas a multidrogo resistencia (MRP), Superóxido dismutasa 
(SOD), (Lindl and Jordan-Sciutto, 2008; Rushworth and MacEwan, 2011) es decir 
media la inducción de enzimas metabolizadoras de drogas (DMEs por sus siglas en 
inglés Drug metabolizing enzymes) (Ma, 2013). 
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En años recientes se ha descrito una “doble cara” de Nrf2 y sus genes rio-abajo que 
cuando son sobre-expresados ya sea en muchas líneas celulares de cáncer o en tejidos de 
cáncer humano, incrementan la capacidad de proliferación celular incrementando la 
resistencia de estas células a la quimioterapia (Lau et al., 2008).  
 
2.5 Médula ósea 
 
La médula ósea es el tejido comprendido en el centro y epífisis de los huesos; donde la 
sangre es producida (hematopoyesis), posee un componente hematopoyético 
(parénquima) y un componente vascular (estroma) (Zhao et al., 2012). El estroma de la 
médula ósea ofrece a las células madre y a las células progenitoras un microambiente 
para su diferenciación  (Welsch and Sobotta, 2009). La médula ósea está compuesta por 
diferentes tipos de células, incluyendo células sanguíneas y sus precursores, células 
adventicias, adipocitos y macrófagos; es la responsable de la producción de eritrocitos, 
granulocitos, monocitos, linfocitos y plaquetas, además es extensamente irrigada e 
inervada (Travlos, 2006). 
 
Dentro de todos los tipos de células anteriormente mencionadas existen dos poblaciones 
de células madre: las células madre hematopoyéticas (HSC), que dan lugar a todos los 
linajes maduros de la sangre, y células madre mesenquimales (MSC), que pueden 
diferenciarse en hueso, cartílago y grasa (Grove et al., 2004; Short and Wagey, 2013). 
Las células madre se definen como células que tienen la capacidad de perpetuarse a 
través de la auto-renovación y generar células maduras de un tejido particular a través de 
la diferenciación (Grove et al., 2004; Hall and Watt, 1989; Reya et al., 2001).  
 
La médula ósea es capaz de producir alrededor de 3 mil millones de eritrocitos, 2.5 
millones de plaquetas y 1.5 mil millones de granulocitos por kilogramo de peso corporal 
cada día por medio de la hematopoyesis (Rodak, 2005). 
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2.5.1 Hematopoyesis  
 
La hematopoyesis es el proceso por el cual madura la progenie funcional de los ocho 
principales linajes de células de la sangre; se producen a partir de una jerarquía de 
progenitora progresivamente menos madura y de células madres  (Alexander, 1998) y se 
limita a ciertas regiones en el adulto, como las vértebras, costillas, esternón y las epífisis 
proximales del húmero y de fémur  (Welsch and Sobotta, 2009). Distintos componentes 
del estroma medular juegan un papel importante en la regulación de esta (Castro-
Malaspina et al., 1980).  
 
La hematopoyesis es un proceso continuo, pero puede ser dividida en diferentes fases 
(Travlos, 2006): 
1. La primera involucra células madre pluripotentes, las cuales tienen la propiedad 
de auto-renovación y diferenciación. Estas células pueden dar origen a todo tipo 
de células hematopoyéticas (eritrocitos, granulocitos, linfocitos, monocitos y 
plaquetas). 
2. La segunda se da cuando las células poseen una limitada capacidad de auto-
renovación y una alta capacidad de diferenciación y de desarrollar células 
maduras, estas células son multipotentes y son capaces de formar colonias de 
granulocitos (neutrófilos, eosinófilos o basófilos), eritrocitos, monocitos y 
megacariocitos (UFC-GEMM).  
3. La tercera fase ocurre cuando las células madre comprometidas se diferencian 
hacia células progenitoras de linaje específico bajo la influencia de factores de 
crecimiento.  Estas células progenitoras son capaces de dar lugar a unidades 
formadoras de colonias de megacariocitos (UFC-Meg), unidades de estadillo 
eritroide (BFE-E) o unidades formadoras de colonias de granulocitos y 
monocitos (UFC-GM). Estas células progenitoras se convierten en células 
precursoras o “blastos” y posteriormente, son formadas las células que circularán 
en sangre (Figura 4). 
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La cuantificación de unidades formadoras de colonias de granulocitos-macrófagos 
(UFC-GM) y las unidades formadoras de eritroides (BFU-E) mediante el cultivo a corto 
plazo en medios semisólidos, proporciona información sobre el compromiso del linaje y 
potencial proliferativo de la médula ósea (Sheikhzadeh et al., 2001). 
 
De las células que son totalmente maduras aproximadamente, un 62.63% son leucocitos 
CD45
+
 y un 37.8% de células CD 45
- 
o eritroblastos (Pösel et al., 2012), un 8-20% de las 
células mononucleares son linfocitos y un 20-30% son células mieloides o granulocitos 
con un fenotipo Gr-1
+
 - CD11b
+ 
 (Francke et al., 2011; Zhao et al., 2012), (Fig5). 
 
Figura 4: Esquema representativo de la hematopoyesis (Travlos, 2006). 
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2.5.1.1.- Eritropoyesis  
La eritropoyesis es la formación de eritrocitos y ocurre en unidades anatómicas dentro 
de la médula ósea llamadas islas eritroblásticas (Travlos, 2006). Se han identificado 
varias etapas de diferenciación de las células eritroides, las cuales proceden de 
progenitores eritroides (BFU-E), que son diferenciadas a proeritroblasto, 
subsecuentemente a eritroblasto basófilo, policromáticos y a eritroblasto ortocromático, 
finalmente la célula es diferenciada a eritrocito maduro (Ripich and Jessberger, 2011; 
Socolovsky et al., 2001).  
 
El marcador de superficie específico de linaje eritroide, Terr 119, es expresado en los 
precursores subsecuentes al proeritroblasto, igualmente el marcador CD71 es expresado 
en etapas tempranas de los precursores eritroides principalmente en proeritroblastos y 
eritroblastos basófilicos tempranos (Socolovsky et al., 2001), con la ayuda de estos 
marcadores y la citometría de flujo se pueden identificar las diferentes etapas de 
maduración; región I representa a proeritroblastos (Terr119
bajo
CD71
alto
), región II 
eritroblastos basófilicos (Terr119
alto
CD71
alto
), región III eritroblastos policromáticos 
(Terr119
alto
CD71
medio
) y la región IV de eritrocitos ortocromáticos y eritrocitos maduros 
(Terr119
alto
CD71
bajo
) (Fig6) (Leung et al., 2007; Srinoun et al., 2009). 
 
 
Figura 5: Distribución de las poblaciones 
celulares analizado por citometría de flujo 
(Francke et al., 2011). 
15 
 
 
 
 
  
 
 
2.5.1.2 Granulopoyesis  
La granulopoyesis consiste en el proceso que permite la generación de los neutrófilos, 
basófilos y eosinófilos. Se genera a partir de la línea mieloide. Las células progenitoras 
de granulocitos-monocitos (UFC-GM) son las células destinadas a convertirse en 
neutrófilos o macrófagos. Estas células pasan de un estado progenitor a un estado 
precursor de monoblastos (UFC-M) o mieloblastos (UFC-G), estas últimas son 
neutrófilos primitivos y se pueden ser diferenciados morfológicamente (Kozutsumi, 
1996).  
A partir de este mieloblasto, se diferencia en promielocito después a mielocito el cual se 
convertirá en metamielocito basófilo, acidófilo o neutrófilo (Manascero-G., 2003). 
Como se mencionó anteriormente los granulocitos poseen un fenotipo CD11b
+
-Gr1
+
. 
Morfológicamente las células CD11
alto
 Gr1
bajo 
consisten en células con núcleo en forma 
de anillo y poca condensación central característica de granulocitos inmaduros (bandas), 
por otro lado, la población CD11
alto
 Gr1
alto 
son de núcleo más condensado y con 
acumulación de gránulos citoplasmáticos, típico de granulocitos maduros (Yang et al., 
2011). 
Figura 6: Análisis por citometría de flujo de la maduración de 
eritroblastos. Regiones de identificación del proceso de 
maduración  eritroide: región I representa a proeritroblastos, 
región II eritroblastos basófilicos, región III eritroblastos 
policromáticos y la región IV eritroblasto ortocromático 
(Socolovsky et al., 2001). 
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La medula ósea forma aproximadamente 1-2 x 10
11 
de neutrófilos al día, y estos salen 
rápidamente de la médula ósea cuando existe una infección o algún tipo de estrés (Zhao 
et al., 2012). 
 
2.5.2 Microambiente medular  
 
El control de la hematopoyesis implica interacciones celulares íntimas entre el desarrollo 
de células sanguíneas y elementos estromales así como la regulación de las citoquinas 
solubles, que pueden actuar a nivel local en el entorno de la médula ósea o en lugar del 
tejido remoto (Alexander, 1998a).  
 
En la médula ósea existen factores ambientales que son esenciales para regular la 
latencia de las HCS en el adulto como la quimosina CXCL12/SDF-1, el factor de células 
madre (SCF), la angio-eritropoyetina-1 (Ang-1), interleucina 3 (IL-3) y la 
trombopoyetina (TPO) (Gothot et al., 1998; Ladd et al., 1997; Wilson et al., 2009).  
 
El SCF, es codificado por el gen Sf, es una proteína que se une al receptor de c-kit, está 
presente en forma soluble y transmembranal, resultado de un splicing alternativo. El 
SCF promueve la proliferación y diferenciación de las células madre hematopoyéticas, y 
lo producen diferentes tipos de células como los fibroblastos (Ikuta et al., 1992). El SCF 
y c-kit  tienen un papel importante en la megacariopoyésis e interactúa con otras 
citocinas para promover las células madre linfoides y  mielo-eritroides, además son 
conocidos como los principales estimuladores hematopoyéticos en la quimioterapia o en 
mielo-supresión inducida por radiación (Raghavendran et al., 2012). 
 
La IL-3 actúa como una señal para estimular la proliferación y diferenciación de células 
progenitoras hematopoyéticas, acelera la recuperación de las plaquetas circulantes, 
neutrófilos y monocitos y reduce algunos agentes quimioterapéuticos  (Alexander, 
1998b; S. D. J. Harrison et al., 1978; Raghavendran et al., 2012). Se ha observado que 
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mejora en un 77% el recuento absoluto de neutrófilos y en un 33% el recuento de 
plaquetas en pacientes bajo quimioterapia (Nand et al., 1994). 
 
La interleucina 6 (IL-6) puede promover o inhibir el crecimiento de células tumorales, 
dependiendo del tipo de célula. Actúa en concierto con IL-3 para inducir a los 
progenitores pluripotentes de bazos murinos y con el factor estimulante de colonias de 
macrófagos (M-CSF) para estimular el número y tamaño de las unidades formadoras de 
colonias de macrófagos (UFC-M) (Ikebuchi et al., 1987).  
 
La interleucina 1 (IL-1) es uno de los factores principales en el mecanismo de defensa 
biológica que mejora la restauración de las células madre y de las subpoblaciones 
progenitoras en la médula ósea murina, además acelera la recuperación hematopoyética 
en ratones con mielosupresión inducida por quimioterapia (Dinarello, 1989).    
 
La interleucina 12 (IL-12) y la IL-1estimulan los precursores de células de la médula 
ósea  muestran actividades quimioprotectoras, promueven el ciclo células de los 
precursores celulares (Dalmau et al., 1997). 
 
 El factor de crecimiento tumoral- β (TGF-β) y el factor de necrosis tumoral- α (TNF-α) 
son conocidos por su capacidad de detener el ciclo celular de las células 
hematopoyéticas primitivas  (Copley et al., 2012; Dalmau et al., 1997; Guest and 
Uetrecht, 2001). El TNF es un potente inhibidor de la eritropoyesis que suprime el 
crecimiento de progenitores eritroides y mieloides in vitro e inhibe significativamente el 
crecimiento de las  BFU-E (Gd et al., 1987). 
 
2.6 Quimio-protectores 
 
Se han realizado grandes esfuerzos relacionados al tratamiento de las reacciones 
secundarias derivadas del efecto de la quimioterapia. Desde los 80´s se sabe que el 
péptido hemato-regulador  pEEDCK (PyroGlu-Glu-Asp-Cys-Lys) que fue purificado a 
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partir de los granulocitos humanos maduros reduce la duración de neutropenia inducida 
por arabinofuranosilciteína (Ara-C) (Paukovits and Laerum, 1982). En años posteriores 
se demostró que además aumenta el rendimiento de las UFC-GM después del 
tratamiento con 5-FU (Paukovits and Paukovits, 1995).  
 
Ciertos factores de crecimiento y citocinas como el G-CSF y la IL-1 aceleran la 
recuperación de las células madre y neutrófilos de sangre periférica tras la 
administración del 5-FU a ratones, acompañado de la regeneración de UFC-GM (Moore 
and Warren, 1987).  
 
Otro protector endógeno es el AcSDKP (ácido-lisina-prolina) que ha demostrado 
aminorar la toxicidad hematopoyética y ofrecer una protección contra las dosis letales 
del 5-FU, además protege a los ratones de la toxicidad hematológica debido a la 
quimioterapia (Comte et al., 1998). 
 
Una dosis de 154 mg/kg de amifostie (ETHYOL ®) previos a la inyección de 200mg/kg 
de ciclofosfamida en un modelo murino produjo una protección de los progenitores 
eritroides de la médula ósea, esto fue demostrado por el aumento en las  CFU-E (Aguirre 
et al., 2000). 
 
Hablando de compuestos naturales, la catequina (+) aislada de la planta Actinidia arguta 
aceleró la recuperación en la cantidad de glóbulos blancos y plaquetas en los ratones 
tratados con 5-FU, mediante citometría de flujo se comprobó que la catequina (+) 
revirtió la supresión de población leucocitaria, monocítica y granulocítica siendo más 
selectiva la recuperación con esta población  (Takano et al., 2004).  
 
El equipo de Abb-Allah comprobó que la L-Carnitina detiene la apoptosis inducida por 
el carboplatino y mejora la función de los progenitores de la médula ósea, al aumentar el 
número de UFC en respuesta a los GM-CSF (Abd-Allah et al., 2005).  
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El escualeno reduce significativamente la pérdida de peso inducida por el cisplatino y el 
carboplatino en un modelo murino, al aumentar el  número de UFC hematopoyéticas, al 
reducir las especies reactivas de oxígeno e incrementar los niveles de glutatión S- 
transferasa (Das et al., 2008). 
 
En el 2008 se puso a prueba la actividad protectora de la planta Astilbe chinensis, en 
contra de la citotoxicidad inducida por ciclofosfamida en un modelo murino y se 
observó un aumento significativo en el número de células medulares, y en el conteo de 
células blancas periféricas (Sun and Peng, 2008). 
 
Uno de los estudios más actuales demostró que el Panax ginseng mejora 
significativamente la mielopoyesis in vitro y reconstituye la médula ósea de ratón 
después de la mielosupresión inducida por el 5-FU, mejora el conteo de células blancas, 
linfocitos, neutrófilos y glóbulos rojos en sangre, así como el peso del bazo y del timo 
(Raghavendran et al., 2012). 
 
Se estudió el efecto de la dopamina en ratones tratados con 5-FU (20 mg/kg diario por 5 
días) obteniendo resultados favorables al aumentar el número de UFC-GM y no tener 
efectos adversos (Sarkar et al., 2015).  
 
Existen compuestos que proponen su actividad protectora mediante la captación de 
radicales libres como lo son la melatonina, la dimetiltiourea y el N- acetilcisteína (NAC) 
después del tratamiento con ciclofosfamida o  carmustina al aumentar la actividad de 
enzimas antioxidantes en células de médula ósea (El-Sayed et al., 2011, 2010; 
Shokrzadeh et al., 2014). 
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2.6.1.- N-acetilcisteína  
 
El N-acetilcisteína es un aminotiol y precursor sintético de cisteína intracelular y 
glutatión; por lo tanto se considera un importante antioxidante (Sun, 2010). En plasma 
NAC puede estar presente en su forma intacta, reducida o en diversas formas oxidadas; 
es oxidado a disulfuro y también puede formar disulfuros mixtos al reaccionar con otros 
tioles de bajo peso molecular, tales como cisteína y glutatión (Olsson et al., 1988). Es 
usado desde hace años como agente mucolítico en enfermedades respiratorias crónicas, 
así como antídoto a la sobredosis de acetaminofén, recientemente es utilizado en 
tratamiento de enfermedades cardíacas, infecciones por VIH, toxicidad por metales y 
daño oxidativo (Rushworth and Megson, 2014). 
 
El NAC puede normalizar el estrés causado por agentes oxidativos mediante diferentes 
vías de señalización o activando proteínas como MAP quinasas, S-Fos y NF-B; además 
los grupos sulfhidrilos en la molécula de NAC actúa como captador de   superóxido, 
peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo (Radomska-Lesniewska and Skopinski, 2012). 
 
Debido a estas propiedades antioxidantes se han realizado distintos estudios para 
dilucidar si el NAC es antagonista o potenciador de los agentes quimioterapéuticos; por 
ejemplo, se sabe que el NAC protege a células leucémicas de una muerte por apoptosis 
producida por los compuestos CDODO-Me-12 y CDODO-Me-11, ya que bloquea todas 
las actividades biológicas de los compuestos (Sun, 2010). De igual manera inhibe el 
efecto antiproliferativo del compuesto sintético ácido metil-selenico y de la droga 
MG132 en células de cáncer de pulmón (Han and Park, 2009; Liu et al., 2004). De 
manera contraria otros estudios han encontrado que el NAC ejerce un efecto sinérgico en 
conjunto con doxorrubicina para inhibir la proliferación en la línea de cáncer de mama 
MDA-MB-435 (Radomska-Lesniewska and Skopinski, 2012). 
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2.7. IMMUNEPOTENT CRP 
 
EL IMMUNEPOTENT CRP (ICRP) es un extracto dializable de una mezcla 
heterogénea de sustancias de bajo peso molecular liberados por los leucocitos de sangre 
desintegrados o de tejido linfoide homogeneizado obtenido de bazo bovino. Este 
extracto dializable de leucocitos (EDL) contiene diferentes componentes y se ha 
demostrado que varios de ellos son capaces de modificar la respuesta del sistema 
inmune, moléculas de un tamaño menor a 3,500 Da (Franco-Molina et al., 2005, 2004; 
Mendoza-Gamboa et al., 2006).  
 
Nuestro equipo de trabajo ha demostrado diferentes actividades inmunomoduladoras del 
ICRP tanto in vitro como in vivo, desde disminuir la producción de TNF-α e IL-6 y de 
aumentar la producción de IL-10 después de ser utilizado como tratamiento, en 
macrófagos peritoneales murinos estimulados con lipopolisacáridos (LPS) (Franco-
Molina et al., 2005), modular la expresión de mRNA de algunas citocinas pro-
inflamatorias en células sanguíneas humanas estimuladas con LPS, así como la 
producción de estas mismas  (TNF-α, IL-6) sin afectar la viabilidad de las células 
sanguíneas (Franco-Molina et al., 2007), así como disminución del óxido nítrico (ON) y 
TNF-α, también incrementa moléculas antioxidantes y disminuye la fosforilación de IκB 
y la unión de NF-κB al DNA. Las características del ICRP para modular moléculas 
oxidantes e inflamatorias es de mayor importancia ya que estos metabolitos son potentes 
mediadores pro-inflamatorios. El tratamiento con este compuesto disminuye las 
moléculas mencionadas anteriormente incrementando la actividad antioxidante 
intracelular de  catalasas (CAT), glutatión peroxidasas (GPx) y súper óxido dismutasas 
(SOD) estas secuestran, reparan y previenen el daño causado por los radicales libres 
como el óxido nítrico (ON), prostaglandinas (PGs) y cicloxigenasas-2 (COX-2) (Moisés 
A. Franco-Molina, 2011).  
 
Otros equipos de trabajo han observado que el extracto dializable de leucocitos es capaz 
de estimular la formación de BFU-E bajo la influencia de eritropoyetina e incrementa el 
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número de la formación UFC-GM in vitro, debido a la cooperación entre los factores de 
crecimiento y el EDL (Barnet et al., 1996). 
 
Por si solo el  EDL no mejora el crecimiento y el número de colonias pero al ser 
administrado en conjunto con factores estimulantes de colonias se observó una mejoría 
en el número de las mismas en comparación a los ratones tratados solo con factores de 
crecimiento (Vacek et al., 1997). 
 
Además este mejora la recuperación de las células madre hematopoyéticas y de 
progenitores hematopoyéticos de granulocitos y macrófagos in vivo e incrementa el 
número de leucocitos en la sangre periférica de ratones expuestos a rayos gamma (Vacek 
et al., 2000). 
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3.- JUSTIFICACIÓN  
 
La supresión de la producción medular de células sanguíneas es una complicación 
común del tratamiento quimioterapéutico, siendo esto una causa de la disminución en la 
calidad de vida de los pacientes que reciben estos tratamientos. 
  
Una droga ampliamente utilizada en el tratamiento de diferentes tipos de cáncer, es el 5-
FU, un antimetabolito que ejerce efecto citotóxico por medio de la inhibición de la 
timidilato sintasa, siendo particularmente tóxico sobre tejidos de alta proliferación 
incluyendo el neoplásico y médula ósea. 
 
En la actualidad existen pocos compuestos que ayuden a mejorar la calidad de vida de 
los pacientes que reciben quimioterapia, es por eso importante la búsqueda de nuevas 
alternativas que disminuyan o protejan a los pacientes de los efectos secundarios de 
estos agentes.   
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4.- HIPÓTESIS 
 
 
El IMMUNEPOTENT CRP es capaz de proteger a la médula ósea de la citotoxicidad 
inducida por el agente quimioterapéutico 5-Fluorouracilo en un modelo murino.   
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5.- OBJETIVO GENERAL 
Evaluar la protección inducida por el IMMUNEPOTENT CRP en médula ósea tras la 
aplicación de 5-Fluorouracilo en un modelo murino. 
 
5.1.- OBJETIVOS PARTICULARES 
1. Evaluar el efecto en el número y función de las células de médula ósea en los 
ratones tratados con 5-Fu y/o ICRP. 
2. Evaluar el ciclo celular de las células de médula ósea en ratones tratados con 5-
FU y/o ICRP. 
3. Evaluar la protección de los linajes mieloides y eritroides de los ratones tratados 
con 5-FU y/o ICRP. 
4. Evaluar la producción de especies reactivas de oxígeno y activación del factor de 
transcripción Nrf2.  
5.  Comparar los cortes histológicos de médula ósea de los ratones tratados con 5-
FU y/o ICRP.  
6.  Comparar los valores de biometrías hemáticas en ratones tratados con 5-FU y/o 
ICRP. 
7. Evaluación de la ganancia o pérdida de peso corporal en ratones tratados con 5-
Fu y/o ICRP. 
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6.- MATERIALES Y MÉTODOS  
  
6.1.- Compuestos.  
6.1.1.-Extracto dializable de leucocitos bovino.  
El Extracto Dializable de Leucocitos Bovino, producido en la Facultad de Ciencias 
Biológicas de la UANL; es una mezcla de sustancias de bajo peso molecular (de corte de 
10-12 kDa) liberadas de la diálisis de bazos desintegrados de bovino. El EDLb es 
obtenido a partir de 15 x10
8
 leucocitos y se define como una unidad 1 (U) (Franco-
Molina et al., 2007). Este producto se encuentra registrado bajo el nombre comercial de 
IMMUNEPOTENT CRP. 
6.1.2.- 5-Fluorouracilo.  
Se empleó 5-FU (FLUOROURACILO SOLUCION INYECTABLE 250 mg/5 mL 5 
frascos ámpula, TEVA MEXICO) como agente quimioterapéutico. Distintos estudios lo 
han utilizado para ejercer toxicidad a la médula ósea (Comte et al., 1998; Lu et al., 
2012; Moore and Warren, 1987; Paukovits and Paukovits, 1995; Raghavendran et al., 
2012; Takano et al., 2004). 
 
6.1.3.- N-acetilcisteína. 
Es un precursor antioxidante del glutatión (Y-glutamilcisteinglicina, GHS). Frasco 
granulado con 3 gr de acetilcisteína (Solución 100mg/5mL, SANDOZ, S.A. de C.V.). 
 
6.2.- Animales experimentales.  
Ratones BALB/c de 6-8 semanas, fueron alimentados ad libitum con dieta balanceada 
para ratón (Harlan Teklan), a una temperatura ambiente de 25°C (±1). Todos los 
procedimientos se llevaron a cabo bajo las reglas del Comité de Bioética Animal del 
Laboratorio de Inmunología y Virología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 
Universidad Autónoma de Nuevo León. 
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6.3.- Diseño experimental 
 
Los ratones fueron divididos aleatoriamente en 5 grupos los cuales recibieron diferentes 
tratamientos. El día 0 se tomó como el día en que se empezó con el esquema de 
tratamientos y las evaluaciones se realizaron el día 1 y 7 post-quimioterapia. A 
continuación, se describe el diseño experimental del presente estudio. 
 
Grupo control: se administró agua inyectable vía i.p (día 0) e i.m.  (por 6 días 
consecutivos).   
 Grupo 5-FU: se administraron 75mg/kg de 5-FU vía i.p. 
 Grupo NAC+5-FU: este grupo sirvió como control positivo de protección. Se 
administraron 250mg/kg de N-acetilcisteína vía i.p. 1 hora antes de la administración del 
5-FU a 75 mg/kg (Numazawa et al., 2011). 
 Grupo ICRP: se administraron 5U de ICRP i.m. 1 hora antes de la administración 
de solución salina que se administró vía i.p. en el día 0, posteriormente se continuó con 
la administración de 5U de ICRP cada 4 horas. Los días del 1 al 6 se administraron 5U 
de ICRP vía i.m. 
 Grupo ICRP+5FU: En el día 0, se administraron 5U de ICRP i.m. 1 hora antes de 
la administración del 5FU (75 mg/kg) y se continuó con la administración de 5U de 
ICRP cada 4 horas. Los días del 1 al 6 se administraron 5U vía i.m. 
 
6.4.- Obtención de las células de médula ósea de ratón  
 
Para los ensayos de evaluación del número, función, ciclo celular, marcadores de 
superficie; se obtuvieron las células de médula ósea de ratón. Para lo cual, los animales 
fueron sacrificados mediante dislocación cervical, se realizó la disección de ambos 
fémur y tibias, se limpió el exceso de tejido muscular y ligamentoso, posteriormente se 
obtuvieron las células de médula ósea realizando cinco lavados por el extremo de cada 
hueso (4 por ratón), insertando una jeringa de insulina (1mL) cargadas con medio 
IMDM conteniendo 2% de suero fetal bovino (FBS). La suspensión celular se centrifugó 
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(1200 rpm/10 min), se descartó el sobrenadante y el pellet celular fue resuspendido en 1 
mL de medio IMDM conteniendo 2% de SFB, hasta su empleo (Nadri et al., 2007).  
6.5.-Conteo de células de médula ósea de ratón  
 
Una vez recolectadas las células de médula ósea, se realizó un conteo, mediante la 
técnica de azul tripan, la cual nos ayuda a excluir células muertas de células viables. 
Para el cálculo de las células obtenidas para cada ratón, se tomaron 50 L de la 
suspensión celular, posteriormente fueron agregadas a 400 L de medio IMDM, más 5 
L de azul tripan, de esta suspensión se tomaron 10 L y se colocaron en la cámara de 
Neubauer (Bright Line, Reichert, USA), se realizó la observación bajo microscopio 
(Axiovert25, Zeiss) a 10X y se contaron las células viables presentes en los cuadrantes, 
obtenido este total se realizó un promedio y el resultado se divide entre el factor de 
dilución (10) para así obtener el número total de células por mL de medio.  
 
6.6.- Evaluación de la función de las células de médula ósea de ratón 
 
La función de las células de médula ósea fue evaluada por la formación de colonias de 
granulocitos y monocitos (UFC-GM) utilizando medio completo de metilcelulosa (R & 
D System), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Un total de 1 x 10
5 
células de 
médula ósea fueron resuspendidas en 1 mL de medio IMDM conteniendo 2% de SFB 
(Stock 10x), de esta suspensión se tomaron 300 L y se añadieron a 3 mL de medio 
completo de metilcelulosa, se colocó en vortex a máxima velocidad por 5 segundos. 
Posteriormente con una jeringa de 3mL se recolecto el medio junto con las células y se 
colocaron 1.1 mL de la mezcla final en una placa de 35 mm cuadriculada (duplicado). 
Estas placas fueron incubadas junto con una tercera placa con 3 mL de agua estéril 
dentro de una caja de cultivo de 100 mm, se incubaron durante 12 días en una atmósfera 
a 37°C y 5% de CO2. Después del tiempo de incubación se contó el número total de 
colonias formadas empleando un microscopio invertido (Das et al., 2008; Kawakatsu et 
al., 2013). 
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6.7.- Evaluación del ciclo celular en células de médula ósea de ratón  
 
Para evaluar el ciclo celular se utilizó el kit BD Cycletest Plus DNA reagent (BD 
Biosciences, CA, USA), el cual nos permite analizar el porcentaje de células en las 
diferentes fases del ciclo celular (SubG0, G0/G1, S, M,) mediante citometría de flujo.  
1 x10
6 
 células de médula ósea de ratón, fueron lavados 3 veces con 1 mL de solución de 
buffer, después del último lavado se retiró el sobrenadante y al pellet se le agregaron 250 
L de solución A (solución de tripsina), se dejó incubar por 10 minutos, en seguida sin 
retirar la solución A, se agregaron 200 L de la solución B (inhibidor de tripsina), se 
dejó incubar por dies minutos a temperatura ambiente, por último se agregaron 200 L 
de solución C (2 a 8ºC)  (tinción de ioduro de propidio) por diez minutos a 4ºC. Después 
del tiempo de incubación la muestra fue adquirida en el citómetro de flujo Accuri C6 
(BD Biosciences, CA, USA) adquiriendo un total de 10,00 eventos por muestra, y se 
analizó con el programa FlowJo X 10.0.7 (Tree Star, San Carlos, CA).  
 
6.8.- Citometría de flujo  
6.8.1.- Inmunofenotipificación de células de médula ósea de ratón 
 
Para el análisis de inmunofenotipificación de las células de médula ósea de ratón, estas 
se tiñeron utilizando anticuerpos anti-CD45 conjugado con PerCP, anti-CD11b 
conjugado con APC, antiGr-1 conjugado con PE, anti-CD71 conjugado con FITC y anti-
Terr119 conjugado con APC (BD Biosciences, San José, CA.). Se analizaron 3 
poblaciones celulares: leucocitos totales con el anticuerpo CD45, granulocitos con los 
anticuerpos CD11b y Gr-1 y la población eritroide con los anticuerpos CD71 y Terr119. 
De la suspensión celular antes obtenida se ajustaron para cada población 1 x10
6 
células, 
resuspendiendo el pellet en 100 L de PBS y 5 L de cada anticuerpo, se dejaron 30 min 
en incubación a temperatura ambiente, pasado el tiempo de incubación se centrifugaron 
las muestras a 1200 rpm por 5 min, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet 
en 100 L de PBS al 5% de albúmina sérica bovina (BSA), se repitió este paso, para 
finalizar el pellet se resuspendió en 100 L de PBS. Las células viables fueron 
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analizadas en el citómetro de flujo Accuri C6 con el software CFlow plus (BD 
Biosciences, San José, CA.). 
 
6.8.2.- Tinción intracelular del factor de transcripción Nrf2 en células de 
médula ósea de ratón  
 
 Para la tinción intracelular de Nrf2 se utilizó el anticuerpo NRF2 (D1Z9C) XP
® 
de 
conejo conjugado con PE. Se prepararon los siguientes reactivos PBS al 1X, 
formaldehido al 16% y buffer de incubación el cual consta de PBS 1X con 5% de BSA. 
Para la fijación de las células, 1 x10
6 
células fueron recolectadas en tubos eppendorf de 2 
mL y el pellet fue resuspendido en formaldehido al 4%, se incubaron por 10 min a 
temperatura ambiente, posteriormente se colocaron en hielo por un minuto. Para la 
permeabilización, se removió la solución fijadora de las células y se resuspendió el 
pellet en metanol al 90% y fueron incubadas por 30 minuntos en hielo. Por último, se 
procedió a la tinción nuclear, lo cual consiste en retirar el metanol agregando 1 mL de 
buffer de incubación a cada tubo y lavar dos veces mediante centrifugación, luego se 
adicionaron al pellet celular 100 L de la preparación del anticuerpo Nrf2-PE (dilución 
1:50), e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente protegidas de la luz. 
Posteriormente se lavaron por centrifugación en 1 mL de buffer de incubación y el pellet 
se resuspendió en 500 L de PBS para su análisis en el citómetro de flujo Accuri C6 con 
el software CFlow plus (BD Biosciences, San José, CA.). 
 
6.8.3.- Detección de ROS/superóxido total en células de médula ósea de 
ratón 
 
Fue utilizado el kit de detección total de ROS-ID 
TM
. Se reconstituyó el reactivo de 
detección de estrés oxidativo y el reactivo de detección de superóxido con 60 L de 
dimetilformamida anhídrida, se preparó el wash buffer de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante. Para analizar la muestra, se preparó la solución de detección de 
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ROS/superóxido (2x), mezclando 10 mL de wash buffer con 4 L de reactivo de 
detección de estrés oxidativo más 4 L de reactivo de detección de superóxido. Se 
agregó 100 L de esta solución a un tubo eppendorf de 1.5 mL con 1 x106 células de 
cada ratón tratado, se dejó incubar por 30 minutos, pasado el tiempo de incubación se 
analizaron las muestras en el citómetro de flujo Accuri C6 con el software CFlow plus 
(BD Biosciences, San José, CA.). 
 
6.9.- Biometrías hemáticas  
 
La toma de muestra se realizó por punción cardíaca, la muestra fue puesta en viales con 
EDTA como anticoagulante. Las muestras fueron analizadas en un hematocitómetro 
automático (COULTER® Ac·T diff™ Analyzer, Beckman Coulter) para el conteo de 
glóbulos rojos, hemoglobina, hematocrito, conteo de glóbulos blancos y plaquetas.  
 
6.9.- Cortes Histológicos  
 
El fémur derecho de cada ratón fue colocado en formol al 10% amortiguado, 
posteriormente fue fijado, descalcificado, seccionado (4 m de espesor) y teñido con 
hematoxilina y eosina. El análisis histopatológico fue determinado por un patólogo 
veterinario.  
 
6.10.- Evaluación de ganancia o pérdida en peso corporal 
 
El peso fue calculado en gramos mediante el uso de una balanza analítica, se realizó el 
registro el día 0 y 7. La diferencia de peso se realizó mediante la resta del peso final (día 
7) menos peso inicial (día 0). 
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6.11.- Análisis estadístico   
 
Los datos se presentan como promedio ± desviación estándar y fueron analizados 
estadísticamente con la prueba de ANOVA de una vía seguido por una prueba de Tukey 
para la comparación de medias. P< .05 (n=3) utilizando el programa estadístico SPSS 
v17.  
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7.- RESULTADOS  
7.1.- El ICRP restaura el número y función de las células de médula ósea de ratón 
tratados con 5-FU. 
 
La evaluación del número de células de médula ósea de ratón fue realizada al día 1 y 7 
después de iniciar el tratamiento. El número total de células fue disminuido 
significativamente (P<0.05) en los grupos 5-FU, NAC+5-FU e ICRP+5-FU en el día 1 
con respecto al control. En el día 7 no existió diferencia en el número de células entre el 
grupo control y los grupos NAC+5-FU e ICRP+5-FU (P<0.05). No se observó 
diferencia significativa entre el grupo de ICRP con respecto al control al día 1 y 7 
(Figura 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Conteo total de células de médula ósea de ratón: células de 
médula ósea de ambos fémures y tibias fueron obtenidas en el día 1 y 7 de los 
ratones tratados. Subsecuentemente, las células fueron contadas por la técnica 
de exclusión azul tripan. *(P < 0.05) (n=3). 
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En la evaluación de la función de células de médula ósea de los ratones tratados, se 
observó que los grupos NAC+5-FU e ICRP+5-FU no sufrieron el mismo daño en la 
función celular que el grupo 5-FU en el día 1. En el día 7 los grupos NAC+5-FU e 
ICRP+5-FU aumentaron el número de UFC-GM comparados con el control (Figura 8).  
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Figura 8. Conteo de Unidades Formadoras de Colonias Granulocitos/ 
Monocitos (UFC-GM): células de médula ósea de ambos fémures y tibias 
fueron obtenidas en el día 1 y 7 de los ratones tratados. Posteriormente las 
células fueron cultivadas en medio completo de metilcelulosa al 5% de CO2, 
fueron incubadas por 14 días y se contaron las colonias en microscopio 
invertido. *(P < 0.05) (n=3). 
Día 7 Día 1 
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Además, se observó que el tamaño de las UFC-GM era menor en el grupo del 5-FU 
comparado con los demás grupos (Figura 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Control 5-FU NAC+5-FU 
ICRP ICRP+5-FU 
Figura 9. Unidades Formadoras de Colonias Granulocitos/ Monocitos 
(UFC-GM): imágenes representativas de las colonias formadas en el día uno 
de evaluación. Imágenes tomadas bajo microscopio invertido a un aumento de 
40X.  
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7.2.- El ICRP no afecta las fases del ciclo celular en las células de médula ósea de 
los ratones tratados con 5-FU. 
 
El tratamiento con 5-FU disminuyó significativamente la fase de síntesis en las células 
de médula ósea, el ICRP y el NAC no revirtieron este efecto causado por la 
quimioterapia. El grupo 5-FU aumentó la fase Sub-G1, la cual indica células en 
apoptosis en el día 1. Las fases del ciclo celular no se vieron afectadas 
significativamente por los tratamientos en el día 7 (Tabla 1). 
 
 
 
 
 
Fases del ciclo celular (%) 
 
Grupos G0/G1 S G2/M Sub G1 
D
ía
 1
 
 
Control 71.97 ± 2.80 21.27 ± 1.93 4.32 ± 0.77 2.00 ± 0.27 
5-FU 85.13 ± 3.25 a 7.92 ± 1.03 a 3.21 ± 1.06 4.10 ± 1.34 a 
NAC + 5-FU 86.10 ± 1.93 a 7.40 ± 0.15 a 3.18 ± 0.52 3.67 ± 0.57 
ICRP 71.33 ± 2.26 b,c 21.67 ± 1.46 b,c 4.17 ± 1.31 3.20 ± 0.30 
ICRP + 5-FU 89.53 ± 0.31 a,d 6.15 ± 0.75 a,d 2.86 ± 0.89 3.19 ± 0.99 
D
ía
 7
 
 
Control 79.27 ± 1.95 15.87 ± 1.80 4.94 ± 1.21 2.51 ± 1.09 
5-FU 66.57 ± 11.05 22.47 ± 6.76 5.82 ± 1.57 7.37 ± 3.48 
NAC + 5-FU 70.30 ± 0.95 25.03 ± 0.70 6.56 ± 2.53 2.12 ± 0.73 
ICRP 73.80 ± 7.71 18.27 ± 3.95 8.17 ± 4.09 4.69 ± 1.65 
ICRP + 5-FU 67.40 ± 2.72 21.70 ± 4.52 8.34 ± 5.52 5.12 ± 3.63 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 1: Efecto del 5-FU, NAC+5-FU, ICRP e ICRP+5-FU en las fases del ciclo celular en 
médula ósea de raton   
Datos representados en promedio ± desviación estándar (P<0.05) (n=3). 
a: Significativamente diferente al control. 
b: Significativamente diferente al grupo 5-FU. 
c: Significativamente diferente al grupo NAC+5-FU. 
d: Significativamente diferentes al grupo ICRP.   
37 
 
7.3.- El ICRP restaura las poblaciones leucocitarias, granulocítica y eritroides en 
células de médula ósea de ratones tratados con 5-FU. 
 
En el día 1, la población de leucocitos fue disminuida significativamente por el 
tratamiento con 5-FU, el tratamiento con NAC e ICRP no fue capaz de revertir esta 
disminución. Los grupos 5-FU y NAC+5-FU evaluados el día 7, presentaron niveles 
bajos de porcentajes de la expresión de CD45
+
, sin embargo, el grupo ICRP+5-FU 
presentó porcentajes similares al grupo control. El grupo ICRP no presento diferencias 
con respecto al control en el día 1 y 7 de evaluación (Figura 10 a-b).  
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Figura 10. Porcentaje de leucocitos: células de médula ósea fueron obtenidas el día 1 y 7 de los 
ratones tratados. Posteriormente las células fueron teñidas con anticuerpo CD45 para su análisis por 
citometría de flujo. a) Resultado representativo del análisis de citometría de flujo. b) Análisis 
estadístico para células CD45+ *(P<0.05) (n=3). 
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La población de granulocitos (CD11b
+
Gr-1
+
) se vió disminuida en el día 1 y 7 de 
evaluación en los grupos 5-FU y NAC+5-FU. El grupo ICRP+5-FU disminuyó el 
porcentaje de células CD11b
+
Gr-1
+ 
en el día 1 de evaluación, sin embargo, para el día 7 
se obtuvieron porcentajes similares al control. El grupo ICRP no presentó cambios 
significativos en el porcentaje de granulocitos en el día 1 y 7 comparados con el control 
(Figura 11 a-b) 
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Figura 11. Porcentaje de granulocitos: células de médula ósea fueron obtenidas el día 1 y 7 
de los ratones tratados. Posteriormente las células fueron teñidas con anticuerpo CD11b y Gr-1 
para su análisis por citometría de flujo. a) Resultado representativo del análisis de citometría de 
flujo. b) Análisis estadístico para células CD11b+Gr-1+ *(P<0.05) (n=3). 
a) 
b) 
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El efecto protector del ICRP en el linaje eritroide fue evidente en el día 1 ya que 
mantuvo el porcentaje de los estadíos de eritroblastos basófilos (Terr119
alto
CD71
alto
), y 
eritroblastos ortocromáticos (Terr119
alto
CD71
bajo
) comparados con el 5-FU. En el día 7 
el tratamiento con 5-FU las regiones de proeritroblastos y eritroblastos basófilos 
disminuyeron significativamente, los tratamientos NAC+5-FU e ICRP+5-FU fueron 
capaz de revertir estos efectos secundarios, siendo el cambio más significativo en el 
grupo de ICRP+5-FU (Figura 12). En la tabla 2 se observan los datos estadísticos de las 
de los estadíos de diferenciación de los eritrocitos.   
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Figura 12. Porcentaje de estadios de diferenciación de eritrocitos: Resultados representativos del 
análisis de citometría de flujo. Células de médula ósea fueron marcadas con los anticuerpos CD71 y 
Ter119 para su análisis. Las regiones del I al IV representan la maduración progresiva de las células 
eritroides. La región I representa a los proeritroblastos; II, eritroblastos basófilos; III, eritroblastos 
policromáticos; y IV, eritrocitos ortocromáticos y células rojas enucleadas.  
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 Grupos  
I 
Proeritroblastos 
II 
Eritroblastos 
basófilos 
III 
Eritroblastos 
policromáticos 
IV 
Eritroblasto ortocromático/ 
células enucleadas 
D
ía
 1
 
Control 0.53 ± 0.06 49.00 ± 2.65 6.60 ± 0.46 25.17 ± 1.07 
5-FU 0.07 ± 0.12 a   40.07 ± 4.56 a 3.50 ± 0.20 a 31.03 ± 2.57 a 
NAC+5-FU 0.23 ± 0.06 39.67 ± 3.28 a 5.50 ± 0.30 a,b 26.93 ± 2.93 
ICRP 0.30 ± 0.00 b 51.80 ± 0.36 b,c 6.50 ± 0.30 b,c 20.53 ± 0.45 b,c 
ICRP+5-FU 0.20 ± 0.10 57.03 ± 2.59 b,c 4.20 ± 0.26 a,c,d 20.20 ± 1.55 a,b,c 
              
D
ía
 7
 
Control 0.33 ± 0.05 48.3 ± 1.95 3.10 ± 0.87 20.57 ± 2.48 
5-FU 0.27 ± 0.11 1.70 ± 0.26 a 3.50 ± 0.88 71.87 ± 4.48 a  
NAC+5-FU 4.40 ± 2.40 a,b 27.3 ± 5.66 b 6.67 ± 1.52 a,b 21.63 ± 3.3 b 
ICRP 0.63 ± 0.05 c 51.9 ± 3.93 b,c 4.90 ± 0.40 20.77 ± 4.31 b 
ICRP+5-FU 4.13 ± 0.77 a,b,d 52.1 ± .59 b,c 6.83 ± 0.70 a,b 16.30 ± 1.57 b 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2: Efecto del 5-FU, NAC+5-FU, ICRP e ICRP+5-FU en poblaciones de origen eritroide  
Datos representados en promedio ± desviación estándar (P<0.05) (n=3). 
a: Significativamente diferente al control. 
b: Significativamente diferente al grupo 5-FU. 
c: Significativamente diferente al grupo NAC+5-FU. 
d: Significativamente diferentes al grupo ICRP.   
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7.4.- El ICRP disminuye la formación de ROS/Superóxido y la activación de Nrf2 
inducida por 5-FU.  
 
El grupo 5-FU presentó un aumento significativo en la producción de ROS y superóxido 
desde el día 1 permaneciendo hasta el día7 de evaluación. Los grupos NAC+5-FU e 
ICRP+5-FU fueron capaces de controlar la producción de los oxidantes causados por la 
quimioterapia en el día 1 y el día 7 de evaluación (P< 0.05), siendo mejor en este tiempo 
de evaluación. El grupo ICRP no presentó diferencia significativa con respecto al control 
(Figura 13). 
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Figura 13. Porcentaje de formación de ROS/Superóxido: Células de médula ósea fueron marcadas 
con el colorante para detección ROS y superóxido el día 1 y 7 para ser analizados por citometría de 
flujo *(P<0.05) (n=3). 
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Los grupos 5-FU e ICRP+5-FU aumentaron la activación del factor de transcripción 
Nrf2 en el día 1 de evaluación con respecto al grupo control, sin embargo, solo el grupo 
ICRP+5-FU disminuyó este parámetro para el día 7 obteniendo valores similares al 
control. Por el contrario, el grupo NAC+5-FU aumentó la activación de Nrf2 al séptimo 
día de evaluación (Figura 14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Porcentaje de activación de Nrf2: Células de médula ósea fueron marcadas 
intracelularmente con un anticuerpo Nrf2 el día 1 y 7 para ser analizados por citometría de flujo 
*(P<0.05) (n=3). 
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7.5.- Cortes histológicos  
 
El tratamiento con 5-FU disminuyó la densidad celular en la médula ósea, creando un 
ambiente de hipocelularidad, con una marcada disminución de megacariocitos, células 
granulocíticas y células precursoras. En los grupos NAC+5-FU e ICRP+5-FU se observó 
histológicamente una mayor celularidad y una proporción normal entre células 
precursoras y diferenciadas, tanto en el día 1 como en el día 7. El grupo ICRP presentó 
tejido mieloide normal (Figura 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
D
ía
 1
 
D
ía
 7
 
Figura 15. Cortes histológicos de médula ósea: el día 1 y 7 fue tomado el fémur derecho de los 
ratones tratados fueron fijados, descalcificados, seccionados y teñidos con hematoxilina y eosina. La 
descripción histológica fue realizada por un patólogo bajo un microscopio a 40X. 
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7.6.- Efectos del ICRP sobre la hematotoxicidad y la ganancia de peso en los 
ratones tratados con 5-FU  
 
Se examinó los efectos del ICRP sobre el 5-FU en el conteo de células rojas, 
hemoglobina, hematocrito, conteo de células blancas y plaquetas. El grupo 5-FU 
presento anemia y eritropenia, disminuyendo el nivel de hematocrito en los días 1 y 7, la 
leucopenia solo se observó en el día 1. El grupo de ICRP+5-FU evito los efectos 
secundarios, ya que sus valores fueron similares al grupo control en el día 1 y 7 (tabla 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3: Efecto del 5-FU, NAC+5-FU, ICRP e ICRP+5-FU en análisis de sangre periférica en 
ratones tratados 
 
Datos representados en promedio ± desviación estándar (P<0.05) (n=3). 
a: Significativamente diferente al control. 
b: Significativamente diferente al grupo 5-FU. 
c: Significativamente diferente al grupo NAC+5-FU. 
d: Significativamente diferentes al grupo ICRP.   
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Los grupos ICRP e ICRP+5-FU fueron capaces de aumentar el peso corporal similar al 
grupo control después de 7 días de iniciar el tratamiento con quimioterapia. Sin 
embargo, los grupos 5-FU y NAC+5-FU ganaron aproximadamente la mitad de peso que 
el grupo control (Tabla 4).  
 
 
Grupo 
Peso corporal 
inicial (g) 
Peso 
corporal 
final (g)  
Ganancia de 
peso corporal(g) 
Control 26.50 ± 3.00 29.75 ± 2.63 3.25 ± 0.50  
5-FU 24.00 ± 4.62 25.25 ± 4.35 1.25 ± 0.50 a 
NAC+5-FU 23.50 ± 5.20 25.25 ± 5.06 1.75 ± 0.50 a 
ICRP 25.50 ± 4.51 29.00 ± 4.97 3.50 ± 0.58 b, c 
ICRP+5-FU 25.75 ± 3.59 28.75 ± 4.03 3.00 ± 0.82 b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4: Efecto de 5-FU, NAC+5-FU, ICRP e ICRP+5-FU en la ganancia de peso corporal de los 
ratones tratados 
Datos representados en promedio ± desviación estándar (P<0.05) (n=3). 
a: Significativamente diferente al control. 
b: Significativamente diferente al grupo 5-FU. 
c: Significativamente diferente al grupo NAC+5-FU. 
d: Significativamente diferentes al grupo ICRP.   
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8.- DISCUSION  
 
El 5-FU es ampliamente utilizado como agente terapéutico desde su descubrimiento para 
tratar una gran variedad de tumores, incluyendo el cáncer colorectal, de mama y 
carcinomas hepáticos (Grem, 2000). La toxicidad hematológica inducida por la 
quimioterapia se relaciona con altas dosis terapéuticas afectando la calidad de vida de 
los pacientes (Brennig et al., 2015). Para estudiar el efecto de mielosupresión inducida 
por la quimioterapia se emplea el 5-FU (Comte et al., 1998; Hofer et al., 2007; Jeong et 
al., 2012; Kojima et al., 2003; Kriegler et al., 1994; Numazawa et al., 2011; 
Raghavendran et al., 2012; Sarkar et al., 2015; Takano et al., 2004). En el presente 
estudio se corroboró que una sola dosis de 5-FU a 75 mg/kg reduce el número de UFC-
GM (Numazawa et al., 2011), lo cual indica que el compromiso de diferenciación y el 
potencial proliferativo de las células de médula ósea se ven afectados por la 
quimioterapia (Sheikhzadeh et al., 2001). 
 
El tratamiento con ICRP demostró ser un quimioprotector eficaz contra el 5-FU, debido 
a función protectora en las células de médula ósea, efectos similares son reportados con 
el radioprotector amifostina, que es utilizado actualmente en clínica (Orditura et al., 
1999). El efecto protector del ICRP, en las células progenitoras se correlaciona con los 
datos obtenidos por citometría de flujo, donde linajes más comprometidos en la médula 
ósea, tales como los leucocitos, granulocitos y poblaciones eritroides son disminuidas 
por el tratamiento con 5-FU (Takano et al., 2004; Vemula et al., 2012); de igual manera 
este efecto protector se vio reflejado a nivel sistémico demostrando que los valores 
hematológicos de leucocitos y glóbulos rojos fueron normales. Otros estudios han 
utilizado en modelos animales estos parámetros para evaluar la recuperación de la 
médula ósea después del tratamiento con quimioterapia (Hartley et al., 2003; Udupa and 
Lipschitz, 1989). Con los resultados obtenidos con el ICRP se pretende reducir las 
infecciones y anemias en pacientes que reciben quimioterapia (Lindkær-Jensen et al., 
2015). 
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En este estudio, se utilizó el análisis del ciclo celular para determinar si la protección 
observada estaba relacionada con el cambio en alguna fase del ciclo celular después del 
tratamiento con 5-FU. Es conocido que el 5-FU ejerce su toxicidad en células con 
proliferación activa (fase de síntesis) incluyendo células sanas y cancerosas (Focaccetti 
et al., 2015; Shirasaka, 2009). Agentes como el tetrapéptido AcSDKP y el TGF-
pueden proteger a las células progenitoras de la médula debido a la inducción del 
arresto celular en la fase G0, siendo una alternativa a la terapia de quimioprotección 
(Comte et al., 1998; Shiotsu et al., 2000), en nuestro estudio el ICRP y el NAC no 
afectaron el ciclo celular en las células de médula ósea, lo que sugiere otro mecanismo 
de acción en la protección contra el 5-FU.  
 
Se sabe que el 5-FU es capaz de inducir estrés oxidativo en células de médula ósea lo 
que conduce a la activación del factor de transcripción Nrf2 (Akhdar et al., 2009; 
Numazawa et al., 2011), por lo tanto distintos investigadores explican el mecanismo de 
quimioprotección de diferentes compuestos por su capacidad para activar la respuesta 
antioxidante y la neutralización de ROS (Ma and Kinneer, 2002). Nuestros resultados 
indican que el ICRP fue capaz de disminuir la producción de ROS y superóxido así 
como la activación de Nrf2 en las células de los ratones tratados con 5-FU, esto podría 
deberse a la capacidad antioxidante del ICRP al aumentar las enzimas glutatión 
peroxidasa, catalasa y superóxido dismutasa (Franco-Molina et al., 2011). Son 
necesarios más estudios para dilucidar si estas enzimas son las responsables de la 
disminución de ROS en la médula ósea. Se sugiere que el ICRP puede actuar como 
molécula captadora de radicales libres, similar a los amino-tioles y los fosforotioatos, 
dos agentes protectores ampliamente utilizados (Schweitzer et al., 2010). 
 
Todos estos resultados de quimioprotección se reflejan en nuestro análisis 
histopatológico, en donde se observa una arquitectura y celularidad conservada de la 
médula ósea. Es de importancia que los pacientes que reciben quimioterapia puedan 
mantener su peso con el fin de mejorar su calidad de vida (Imayama et al., 2013), en el 
presente trabajo se observó que el ICRP ayudó a mantener una ganancia de peso normal 
en los ratones tratados con 5-FU, lo que indica que el ICRP puede mejorar la calidad de 
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vida de los pacientes con cáncer. En el caso del quimioprotector comercial NAC es 
conocido que protege de la citotoxicidad inducida por el cisplatino en las líneas celulares 
tumorales humanas in vitro al bloquear el receptor de muerte mitocondrial y ciertas vías 
de apoptosis (Wu et al., 2005), por esta razón estudios in-vitro e in-vivo son realizados 
en la actualidad por nuestro equipo de investigación para determinar si el ICRP tiene 
acción antagonista en células tumorales tratadas con quimioterapia. Estudios anteriores 
en el laboratorio demuestran que pacientes con cáncer de mama y pulmón tratados con 
quimioterapia y el tratamiento adyuvante con ICRP no cursaron con los efectos 
secundarios, sin afectar la regresión tumoral (Franco-Molina et al., 2008; Lara et al., 
2010).  
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9.- CONCLUSIONES  
 
1. El ICRP incrementa el número de células de médula ósea en los ratones tratados 
con 5-FU. 
2. El ICRP aumentó el número de UFC-GM en las células de médula ósea de los 
ratones tratados con 5-FU. 
3. El ICRP no modifico las fases del ciclo celular en las células de médula ósea de 
los ratones tratados con 5-FU. 
4. El ICRP protegió el porcentaje de los linajes mieloides y eritroides en la médula 
ósea de los ratones tratados con 5-FU. 
5. El ICRP disminuyó las especies reactivas de oxigeno producidas por el 5-FU en 
células de médula ósea de ratón. 
6. El ICRP disminuyó la activación de Nrf2 causada por el 5-FU en células de 
médula ósea de ratón.  
7. El ICRP tiene la capacidad de mantener la celularidad adecuada y proporción 
normal de células progenitoras y diferenciadas en médula ósea de ratones 
tratados con 5-FU. 
8. El ICRP evitó el desarrollo de anemia, eritropenia y leucopenia en los ratones 
tratados con 5-FU. 
9. El ICRP mantuvo una ganancia de peso normal en los ratones tratados con 5-FU.  
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10.- PERSPECTIVA  
 
Es importante considerar enfocar investigaciones relacionadas al tratamiento de 
los efectos secundarios inducidos por la quimioterapia, tales como evaluar el 
efecto del ICRP en la emesis provocada por la quimioterapia, así como el 
dilucidar si el ICRP es capaz de proteger a células del cuerpo de reproducción 
rápida como son las células del intestino delgado. 
 
Considerando realizar estudios pre-clínicos en modelos animales caninos, en 
donde se puedan incluir esquemas completos de quimioterapia con más de un 
ciclo de tratamiento y diferentes tipos de tumores. 
 
De igual manera es crucial crear investigaciones que se enfoquen en conocer el 
mecanismo por el cual el ICRP es capaz de proteger células sanas de los efectos 
tóxicos de la quimioterapia.  
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